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HOECHST AKTIENGESELLSCHA FT 



Aktenzeichen: HOE 74/F 227 



Datum: 8. August 197^ Dr.HG/Rp 



Peptidcyclopropyl amide mit LH-RH/FSH-RH-Wirkung 



Analoga des Hypo thai amushormons LK-RK der Fornel 
^lu-His-TJ^p-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-Gly-NH 2 

123456789 10 

in denen Glycinarcid durch Kthyl-, Propyl- Oder Isopropyl amid 
ersetzt ist, besitzen nach J. Med. Chem. V5 (1975). Seite 1144, 

-verstaricte biclcgische V/irkung; Iri-ahnlicher V/eise - wird-die- 

V/irkung des Hcrmons verstiirkt, v;snn Glycin in Position 6 dvreh 
D-Alanin ersetzt v/ird. Bein Ersatz von Gly^ dviroh D-V&lin, C- 
Leucin Oder D-F_xoiin nirnrrit die V/irkung gegerrJber der:, naturli- 
chen Kormcn jedcch ab (Abstr. of the Endocrine Society, 55th 
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Ann. Meeting, 1973, Seite A 14*). Wird der Austausch von Gly 
gegen D-Ala mit demjenigen von Glycinamid gegen die oben ge- 
nannten Amide miteinander kombiniert, so findet man nach Bio- 
chem. Biophys. Res. Commun. 52 (1974), Seite 255, e ine weitere 
Steigerung der biologischen Wirkung. 

Gegenstand der Erfindung sind Peptide der allgemeinen Formel I 

Coiu-His-Trp-Ser-Tyr-D-Leu-Leu-Arg-Pro-NH- CHf | (*) 

•CH 2 

worin ggf. zusatzlich Tyr durch Phe und Leu 7 durch Ser(Bu ), 
ThrCBu^, AspCOBu^, 01u(0Bu*), CysCBu*), Lys(Boc) oder Orn (Boc) 
ersetzt sein kann. I . 

Peptide der allgemeinen Fcrmel I in denen keine Aminos aurebau- 
steine ausgetauscht sind entfalten uberraschenderweise im Ovula- 
tionstest an der Ratte eine extrem starke biologisch.3: Wirkung. 
Dieser Test stellt das beste Kriterium fur die praktische Brauch- 
barkeit eines solchen Peptids dar, weil er das Integral liber die 
Zeit-Wirkungskurve widerspiegelt . Verfolgt roan die zeitliche 
AusschUttung von LH, so findet man, da£ diese starke Wirkung nicht 
nur durch die Intensifat, sondern vor alien zusatzlich durch die 
unerwartet lange Wirkungsdauer bedingt ist. Etwa dieselbe inte- ^ 
grale Wirkung wird erhalten, wenh zusatzlich Tyr 5 . gegen Phe und/ 
. oder Leu 7 gegen SerCBu*), ThrCBu*), AspCBu*), G1u(0Bu ), Cys(3u ), 
Lys(Boc) oder Orn'(Boc) ausgetauscht ist. Vor allem der Austausch 
in Position. 7 bewirkt eine beceutende zusatzliche Verlangerung 
der LH- und FSH-ausschuttenden Wirkung dieser Verbindungen. 

DarUber hinaus sind die Peptide der Formel I auch peroral >;irk- 
sam. Dieser uberraschende Effekt, der bisher an keinem Pentid 
dieser Kettenlange beobachtet worden ist, eroffnet neue Thera- 
piemoglichkeiten, und stellenbie erf indungsgemaSen Vfcrbindur.gsn 
uber alls bisher dargeGtellten Analoga des LK-RH. Verbindungen 
der Formel I worin Leu 7 durch Lys(Boc) oder Orn(Boc) ersetzt" 
ist, wirken lcdiglich parenteral, da In dienen beiden Amino- 
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saurederivaten die Boc-Gruppe gegen Magensaure nicht ausreichend 
stabil ist. Jedoch sind Analoga mit Aminosaurederivaten in Posi- 
tion 7, die tert. -Butyl ather und -estergruppen enthalten, oral 
wirksam, obwohl auch solche Gruppen in saurera Medium abspalt- 
bar sind. 

Gegenstand der Erfindung sind ferner Zubereitungen zur perbralen, 
intranasal en, intramuskularen. subcutanen oder intravenosen Ver- 
abreichung des Peptids der Formel II und der oben genannten Ana- 
loga sowie' Verfahren zu ihrer Herstellung. 

Gegenstand der Erfindung ist weiterhin ein Verfahren zur Her- 
stellung dieser Peptide, dadurch gekennzeichnet, daB mail sie 

a) durch in der Peptidchemie ubliche Fragmentkondensation 
von PeptidbruchstUcken nach dem Kondens at ions schema 1-3 
+4-10 oder 1 -2+3-10 oder 

b) durch stufenweisen Aufbau herstellt. 

wobei andere funktionelle Gruppen durch abhydrierbare, oder im 
alkalischen oder schwach sauren Medium abspaitbare Schutzgruppfen 
ggf. intermediar blbckiert werden. 

Als Verbindungen mit dem erfindungsgeraaCen zusatzlichen Aus- 
tausch von Aminosauren in den Positionen 5 und 7 kor.rnen z.B. 
folgende Verbindungen in Betracht: 

i 2545 6 

CGlu-His-Trp-Ser-Tyr-D-Leu 

Phe 

Phe 
Phe 
Phe 



8 9 CH 2 , 



3er(Bu t ) -Arg-Pro-NH-CH^ | 
SerCBu^') C R 2 



Cys(Bu t ) 
Asp(0Bu- ) 
.GluCOBu 11 ) 
AspCOE'/) 
Glu(0Bu fc ) 
CysCBu 1 ^) 
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•Bei der Synthese der Verbindung der Formel II v/orin Leu nicht 
ausgetauscht istjist die Verwendung von Schutzgruppen nicht kri- 
tisch. Als intermediare o^-Aminoschutzgruppe kommen z.B. der 
Benzyl oxycarbonyl- oder der tert. -Butyl oxycarbonylrest in ?rage. 
Die Guanidof unlet ion des Arginins kann ungeschiitzt bleiben oder 
durch eine Nitrogruppe blockiert werden,. welche bei der nachst- 
folgenden Hydrierung abgespalten wird. Dasselbe gilt fur die 
Benzyloxycarbonylgruppe. Des weiteren kommt der Tosylrest als 
Gttanidoschutzgruppe in Frage. Er kann, ggf. zusammeii mit wei- 
teren sauer abspaltbaren Schutzgruppen, nach beendeter Synthese 
oder auf einer frliheren Synthesestufe durch KF/Anisol entfernt 
werden. Auch die Nitrogruppe wird durch HF/Anisol abgespalten 
und kann deshalb z.B. in Kombination mit dern tert. -Butyloxy- 
carbonylrest als o^-Aminoschutzgruppe, wahrend der ganzen Synthese 
zum Cchutz der Guanidofunktion eingesetzt werden. 

WenrjLeu^ durch ein Aminosaurederivat mit saurelabilem tert.- 
Butylrest ersetzt ist, muB die Abspaltung der Nitro- cder Tosyl- 
gruppe durch HF/Anisol schon auf der Dipeptidstuf e erfolgen. 
Dasselbe gilt fur einen intermediaren Schutz der Amidgruppe. 

Als intermediare c^-Aninoschutzgruppen bieten sich fur diesen Fall 
abhydrierbare Gruppen wie z.B. der Benzyloxycarbcnylrest oder 
schwach sauer abspaltbare Gruppen wie z.B. der 2- (p-Diphenyl 
isopropyl oxycarbonyl- oder 2-(j. 5-Dimethoxyphenyl )-isopropyl oxy- 
carbonyl re sj^. an. 

Bei der Synthese der schwefelhaltigen Verbindungon miissen Benzyl- 
oxycarbonylschutzgruppen durch katalytische Hydrierung in an 
sich bekannter V/eise unter Zugabe eines Amins wie z.B. Triathyl- 
amin, N-Kthylmorpholin oder Cyclohexylamin abgespalten werden, 
da die hydrogenolytische Abspaltung der Schutzgruppe in neutra- 
lem oder saurem Milieu in diesem Falle unvorteilhaf t ist. 

Bei der Frsgmentkupplung nach a) verwendet- man vcrz ugsweise die 
ohne Racemisierung verlaufende Azidkupplung cder die D^C/l- 
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Hydroxybenzotriazol- bzw. DCC/2-Hydroxy-4-oxo-3.4-dihydro-1.2.3 
benzotriazin-Methode. Man kann auch aktivierte Ester von Frag- 
menten einsetzen. 

FUr die stufenweise Kondensation von Aminosauren nach b) eignen 
sich besonders gut aktivierte Ester von Benzyloxycarbonylamino- 
sSuren, wie z.B. N-Hydroxysuccinimidester oder 2.4.5-Trichlor- 
phenylester und 4-Nitrophenylester. Die Aminolyse der beiden 
letzteren Aktivester laBt sich sehr gut durch N -Hydroxy verbin- 
dungen, die in etwa die Aziditat der Essigsaure besitzen, v/ie 
z.B. 1 -Hydroxybenzotriazol katalysieren. 

Die erfindungsgemaBen Verbindungen zeigen gegenuber den 6-Gly-, 
aber auch gegenuber den 6-D-Ala-Analogen im Ovulationstest und 
im Ascorbinsauredepletionstest eine starkere und langere Wirkun 

Die orale Wirkung eroffnet diesen Arzneimitteln einen weiteren 
Anwendungsbereich als den* bis jetzt nur parenteral oder nasal 
applizierbaren LH-RH. Sie stellen neuartige Arzneimittel dar, 
die bei Hypothalamus- und Hypophysen-Insuf f izienz die Ausschilt- 
tung des luteinisierenden und des f olikelstimulierenden Hor^ons 
aus dem Hypophysenvorderlappen bewirken und -warden deshalb zur 
Behandlung von weiblicher urid mannlicher Sterilitat verwendet, 
soweit diese hypothalamisch-hypophysklren Ursprungs 1st. Eine :-:e 
tere Anwendung der erfindungsgemaBen Substanzen 1st die Fessle- 
gung des Ovula^ionszeitpunktes bei der Frau. Kurz vcr dem erwar 
ten Ovulationszeitpunkt kann durch Applikation der neuen krzr.ei 
mittel eine Ovulation sicher ausgelcst werden. Das ist von Be- 
deutung fur die Familienplanung sowohl nach der Methcde Knaus- 
Ugino als auch fur die ktinstliche Insemination. 

Die erfindungsgemaBen Verbindungen sind intravenbs, intramusku- 
lar oder subcutan applizierbar, kennen intranasal in Form von 
Nasentropfen oder Hasenspray und mit der oben genannten Ein- 
schrankung auch peroral angewenc.et werden. Die bei Con verschiG 
denen Anwendungsarten bevorzugt an(j:v;anctcn Dosierungen sind 
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intravenos 20 - 1000 ng/kg 

subcutan 20 - 2000 ng/kg 

intramuskular 20 - 10 000 ng/kg 

intranasal 100 - 50 000 ng/kg 

peroral 10 000 - 200 000 ng/kg 

Die nachfolgenden Beispiele erlautern die Herstellung der er- 
findungsgemafien Verbindungen. Sie konnten alle auf einetn der 
erfindungsgemaBen Wege synthetisiert werden. 

Die Peptide wurden dunnschichtchromatographisch auf Einheitlich- 
keit gepruft.und durch opt. - Drehung, Aminosaureanalyse und 
OCH^-Bestimmung charakterisiert . Berechnete und gefundene V.'erte 
stimmen bei alien Peptiden gut liber e in. 

Die Beschreibung der erf indungsgemafien Zubereitungen stellt nur 
charakteristische Beispiele fiir Herstellung und Zusammensetzung 
der Praparate vor. Es gibt zahlreiche v;ei.tere Formulierungsmcg- 
lichkeiten, die dem Fachmann jedoch. bekannt sind und im Rahraen 
dieser Erfindung liegen. 



Abkurzungen: 

DCC Dicyclqhexylcarbodiimid .. . 
HOBt- 1-Hy^roxybenzbtriazol 

OOBt 3-Hydroxy-4-oxo-5.4-dihydro-1.2.^-benzotriazineste3 
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BeisPiel 1 ; 

^^u-His-Trp-Ser-Tyr-D-Leu-Leu-Arg-Pro-cyclopropylamid 

a) Z -Pro - c yc lopropyl amid 

Zu einer Losung von 25 g (0,1 Mol) Z-Prolin, 13t5 g (0.1 Mol) 
HOBt und 5i71 g (0,1 Mol) Cyc lopropylamin in 200 ml absolutem 
Tetrahydrofuran gibt man bei 0°C 22 g DCC , gelost in 50 ml 
kaltem absolutem Tetrahydrofuran - , Man laBt eine Stunde bei 0°C 
und drei Stunden bei Raumtemperatur rllhren, saugt den Nieder- 
schlag ab und engt das Filtrat eiii. Der olige Riickstand vird 
in Essigester gelost und nacheiander mit gesattigter NaHCO^- 
Losung, 2n HC1, NaHCO^-Losung und Vasser ausgeschiittelt , uber 
Na 2 S0^ getrocknet und eingeengt. Der Riickstand vird mit Petrol- 
ather verrieben und abgesaugt . Zur Reinigung vird aus Essig- 
ester/Petrolather umkris tallisiert . Ausbeute 23 g (= 80 fo) . 
Schrap. 120 - 123°, = - ^5,5° (c=l, in Methanol) 

b) H-Pro-cyc lopropylamid . HC1 

I9g Z-Pro-cyclopropylamid werden in 200 ml Methanol gelcst. 
Dazu gibt man eine Spatelspitze Pd/BaSO^- Katalysator und 
hydriert indem man unter Rlihren Vasserstoff durcli die Losung 
leitet. Der pH der Losung vird mit HilTe eines Aut otitrators 
durch Zugabe von 1 n me thanolischer Salzsaure auf k t $ gehalten. 
Der Katalysator vird nach beendigter Hydrienmg abgesaugt und 
das Filtrat eingeengt. Der Riickstand vird rait Ather verrieben 
und abgesaugt, Ausbeute 11 g (= 83 $>) , Schmp. 1 69 - 173° 

c) Z-Arg (Z 2 )-Pro-cyclopropylamid 

Zu einer Losung von 28,85 g (50 mMol) Z-Arg (z p )-0R\ 9,5 g 
(50 mMol) H-Pro-cyclopropylamid . HC1 und 6,75 g (50 mMol) 
HOBt in 100 ml Me thylenchlorid und 25 ml Dime thyif ormamid gibt 
man 6,5 ml N-Athylmorpholin und bei 0° eine Losung von 11 g DCC 
in venig Methylenchlorid * Man laBt eine Stunde bei 0°C und liber 
Nacht bei Raumtemperatur stehen. Der Niederschlag wird abgesaug 
und das Filtrat eingeengt . Der Riickstand wird in Essigester auf 
genommen und mit Vasser, NaHCO^-Losung, 1 n HC1 und NaHCO^- 
Losung gevaschen, mit Na 2 S0^ getrocknet und eingeengt. Der 
Riickstand kri s tallisiert aus Essigest er/Pe trolather . Die Roh- 
siabstanz (26,3 g) vird an einer 250 g-Kieselge lsaule in 
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Methylenchlorid/Aceton vie 9:1 und 8:2 chromatographisch ge- 
Veinigt. Ausbeute 22,2 g (62 Schrap . 171 °C 

[a]* 1 = - 3.3,0° (csl, in Methanol) 

d) H-Arg-Pro-cyclopropylam id . 2 HCl 

22 g (30,9 mMol) Z-Arg ( Z 9 ) -Pro-cyc lopropylamid verden in 
Methanol analog b) katalytisch hydriert. 

Der Ruckstand wird im Hochvakuum getrocknet. Es resultieren 
11 g (89 #) eines amorphen Schaums. 

e) Z-D-Leu-Leu-Arg-Pro-cyclopropvlamid 

Zu einer Lbsung von 3,&3 B ( 10 mMol) H-Arg-Pro-cyclopropylamid - 
2 HCl in 20 ml Dime thylf ormamid gibt man bei 0 C 2 , 6 ml N- 
Athylmorpholin und 2,75 g Z-Leu-ONSu. Man laBt liber Nacht bei 
Raumtemperatur stehen, engt ein und verreibt den Ruckstand je 
ein mal mit Essigester und Ather. Man dekantiert die Lbsungs- 
mittel ab und troclcnet das 01 im Hochvakuum. 

Der Ruckstand wird in Methanol gelbst und analog b) katalyti sch 
hydriert. Der Ruckstand vird mit Ather verrieben und am Hoch- 
vakuum getrocknet. Es ent stehen 5,^5 g aniorphes H-Leu-Arg-Pro- 
cyclopropylamid . 2 HCl, das durch Salze verunreinigt ist 
(k,96 g = 100 $> bezogen auf H-Arg-Pro-cyclopropylamid . 2 HCl). 
Die gesamte Substanz vird zusammen niit 1,35 g HOBt , 2,6 ml N- 
Athylmorpholin und k 9 k g Z-D-Leu-OTcp in 20 ml Dimethylf ormamid 
gelbst. Man laflt 2 Stunden stehen, engt ein und verreibt den Riick- 
stand 2 mal mit gesattigter NaHCO^-Lb sung , lost in Me chylen- 
chlorid, trocknet uber Na 2 S0^ , engt ein und verreibt den Ruck- 
stand zvei mal mit gesattigter NaHCO^-Lbsung , lost in Methyl«n- 
chlorid, trocknet uber Na 2 S0^ , engt ein und verreibt den Ruck- 
stand mit Xther. Ausbeute h , 1 5 g (62 % bezogen auf H-Arg-Pro- 
cyclopropylamid . 2 HCl). Die Substanz ist amorph und vird ohne 
veitere Reinigung wei terverarbei tet . 

f) Z-Ser-Tyr (Bzl ) -OH 

Zu einer Suspension von 5,52 g (20 mMol) H-Tyr (Bzl ) -OH in 60 ml 
Dimethylacetamid gibt man 7,68 g Z-Ser-OOBt und ruJhrt scchs 
Stunden bei Raumtemperatur. Von Un^elbstcm vird abgesaugt und 
das auf 0°C abgekiihlte Filtrat mit 300 ml Vasser versetzt. D~r 
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Niederschlag wird abgesau^i, mit Diraethylacetamid/Wass-er-Mischung 
(1:10) und Vasser gevaschen und mit 1 n ^ 2 S °k verriihrt • Nun wir <* 
vieder abgesaugt und mit Vasser gevaschen und getrocknet. Aus 
Essigester/Petrolather wird umkristallisiert . Ausbeute 7»35 g 
(75 Schmp. 166°C, [-a]p°= + 20,9° (c=l, Methanol) 

g) H«Ser-Tvr-D-Leu-Leu-Arg-Pro-cyclopropylamid . 2 HC1 
3»35 g (5 mMol) Z-D-Leu-Leu-Arg-Pro-cyclopropylamid werden in 
Methanol geldst und analog b) katalytisch hydriert. Der Ruck- 
stand wird mit Ather verrieben und am Hochvakuum getrocknet. 
Ausbeute 2,9 g amorphes Material (95 %) • 

Obige 2,9 g (^,7 mMol) H-D-Leu-Leu-Arg-Pro-cyclopropylamid . 2HC1 
werden zusammen mit 2,32 g (^,7 mMol) Z-Ser-Tyr (Bzl )-0H, 

635 mg HOBt und 1,22 ml N-Athylmorpholin in 10 ml Dimethyl form-* 

o . 
amid suspendiert. Bei 0 C gibt man 1,04 g DCC zu und la£t 1 

Stunde bei 0°C riihren und liber Nacht bei Raumt emperatur stehcn. 

Der Niederschlag wird anderntags abgesaugt und cjas Filtrat ein-. 

geengt. Der Riickstand wird zwei mal mit gesattigter NaHCO^- 

Lbsung verrieben, in Methylenchlorid geldst und die Ldsung iiber 

Na 2 S0^ getrocknet und eingeengt. Der Riickstand wird mit Ather 

verrieben und abgesaugt. Es resultieren 3,5 g (71 %) amorphes 

Z-Ser-Tyr (Bzl ) -D-Leu-Leu-Arg-Pro-cyclopropylamid die analog 

b)katalytisch hydriert werden. Der Riickstand wird mit Ather 

verrieben und am Hochvakuum getrocknet. Ausbeute 2,92 g (=70 3> 

bezogen auf Z-Ser-Tyr (Bzl ) -OH) • Die Rohsubstanz wird an unten 

beschriebener Vert eilungschromatographie-Saule gereinigt . 

Aufbau der Saule: kOO ml Eisessig, 800 ml n-Butanol und h Liter 

Vasser werden geschiit t elt . 300 ml der oberen Phase werden mit 

( R ) 

240 g Sephadex LH 20 x ' verriihrt . Dabei wird das gesamte 
Ldsungsmit tel aufgesaugt. Diese so vorbehandelt e Saulenf ullung 
wird in einer entsprechenden Menge der unteren Phase suspendiert, 
Man La3t 3 Stunden quellen und fullt die Saule ( 1 m x k cm). 
Hit der unteren Phase wird eluiert. 

Ausbeute an chromat ographisch reiner Substanz: 1,3 g 
[ ff ]^ 2 = - ^3,S° (c=l, in Methanol) 

h)Q,u-lIi S -Trp-hor-»Tvr-D-Leu-Lcu-Ar^Pro-cvc lonropvlamid 

Zu einer Losung von 500 mg ^Glu-Hi s -Trp-NH-XII in 6 nl Dimethyl- 

formamid gibt man bei - 30°C 0,66 ml einer 6,05 n HCl/Dioxan- 

-10- 
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Losung und 1,2 ml einer 10-proz. t ert . -Bucylnitrit-Losung in 

o 

absolutem Dioxan. Man laBt 20 Minuten bei -10 C ruhren und gibt 
bei -40°C 860 mg H-Ser-Tyr-D— Leu-Leu— Arg-Pro -eye lopropyl- 

amid / 2 HC1 und 0,78 ml N-Athylmorpholin zu. Man laBt- uber 
Nacht im Kuhlschrank bei *+°C stehen, engt ein und verreibt den 
Riickstand mit Ather. Die Substanz" vird in Vasser gelost und liber 
Dovex v ,1x2 (Acetat-Forra) chromatographiert- Das Eluat vird 
eingeengt und iiber eine Carboxymethylcellulosesaule (90x1, 5cm), 
die mit 0,002 m NH^-acetat-Losung aquilibriert ist, gereinigt . 
Die Substanz vird gelost in 0,002 m NH^-acetat-Ldsung aufgegeben. 
Eluiert wird mit einer 0,002 m NH^-ac e tat-L6suhg , der ein 
Gradient- einer 0,1 m NH^-acetat-Losung angelegt vird (Misch- 
volumen 250 ml) • 

Die Fraktionen, die das geviinschte Peptid enthielten wurden zvei 
mal gefriergetrocknet. Ausbeute k05 mg chromat ographisch reine 
Substanz. Der Gehalt an Peptidbase ist laut UV-Spektrum 77 $ 
(Ausbeute 26 . [c]*°= - 39,9° (c=l, in. Dimethylac etamid) 

Beispiel 2; 

fGlu-His-Trp-Ser-Tyr-D-Leu-Ser(Bu t ) -Arg-Pro-cyc lopropylamid 

a) H-Ser(Bu t )-Arg-Pro-cyclopropvlamid . 2 HC1 

Zu einer Losung von 2,3 g (6 mMol) H-Arg-Pro-cyclopropylamid . 
2 HC1 und 810 mg HOBt in 10 ml Dime thylf ormamid gib t. man 1,56 ml 
N-Athylmorpholin und 3il2 g Z-Ser( Bu* ) -OTcp und ruhrt 2 3 1 und en 
bei Raumtemperatur. Danach wird im Vakuum eingeengt , der Riick- 
stand in Essigester gelost und die Losung zvei mal mit ge- 
sattigter NaHCO^-Lo sung ausge schiit t el t , iiber Na 2 S0^ getrocknst 
und eingeengt. Der Riickstand vird mit Ather verrieben und am 
Hochvakuum getrocknet . Es verden 2,4 g amorphe Substanz erhaiten, 
die analog Beispiel 1 b in Methanol katalytisch hydriert verden. 
Ausbeute 2,8 g (88 amorphe Substanz. Diinnschichtchr omat o - 

graphisch nicht einheitlich (durch etva 3 Nebenprodukt e vsr- 
unreinigt . 

b) H-D-Leu-Ser(Bu t )-Arg-Pro-cyclopropylamid . 2 HC1 

Zu einer Lbsung von 2,62 g (5 mMol) H-Ser(3u ) -Arg-Pro-cyc 16- . - 
propylamid 2 HC1 und 675 mg HOBt in 5 nil Dimethylf ormamid 
gibt man bei 0°c 1.3 ml N-Athylmorpholin und 2,22 g Z-D-Lsu- 

-11- 
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OTcp zu. Man laBt liber Nacht stenen, engj ein und lost den Ruck 
stand in Essigester. Mit gesattigter NaHCO^-Losung vird 2 mal 
ausgeschiittelt , iiber Na^SO^ getrocknet und eingeengt. Der Ruck- 
stand wird mit Ather verrieben und am Hochvakuum getrocknet. 
Ausbeute 2>k g einer amorphen Substanz, die analog Beispiel 1 b 
in Methanol katalytisch hydriert wird. D.er Ruckstand vird mit 
Ather verrrieben. Ausbeute 2,1 g einer amorphen Substanz (66 <$> 
bezogen auf Z-D-Leu-OTcp . Die Substanz vird ohne veitere 
Reinigung veiterverarbeitet . 

c) H-Trp-Ser-Tyr-D-Leu-Ser(Pu t )-Arff-Pro-cyclGpropylamid . 2 HC1 
Zu einer Losung von 1,99 g (3.3 mMol) Z-Trp-Ser-Tyr-^-NH^ in 
25 ml Dimethylformamid. gibt man bei - 30°C 2,18 ml einer 6,05 n 
HCl/Dioxan-Lb'sung und 3,97 ml einer 1 0-prozent igen tert . -Butyl- 
nit rit -Losung in absolutem Dioxan. Man .laBt 20 Minuten bei 

- 10 C riihren und gibt bei - ho C 2,6 ml N-Athylmorpholin und 
2 >1 g (3»3 mMol) H-D-Leu-Ser(Bu t ) -Arg-Pro-cyclopropylamid . 
2 HC1 zu. Man laBt iiber JTacht im Xuhlraum bei 4°C stehen, engt 
ein und verreibt den Riickstand mit Ather. Analog Beispiel 1 b 
wird hydriert und die Rohsubstanz analog Beispiel 1 g an 
Sephadex LH 20 chromat ographisch gereinigt. 
Ausbeute an reiner arnorpher Substanz 1 F 25 g (35 *S) 

d) ^Glu-His-Trp-5er-Tvr- D-Leu-Ser(Bu l-Ar^-Pro-cvclopro^viamid- 
diacetat 

Zu einer Losung von 538 mg (0,5 mMol) H-Trp-Ser-Tyr-D-Leu- 
Ser(Bu ) -Arg-Pro-cyclopropylamid . 2 KC1, 1 51 mg (0,5 mMol) 
L Glu-His-0H und / 135 mg HOBt in 5 ml Diraethylf ormamid gibt men be; 
0 C 0,13 ml N-Athylmorpholin und 1 1 0 mg DCC. Man laBt 1 Stunde 
bei 0 C und liber Nacht bei Raumt emperatur stehen, saugt den 
Niederschlag ab , engt ein, und verreibt den Ruckstand mit Ather 
Man lost in Vasser, filtriert von Unloslichem und reinigt 
analog Beispiel 1 h iiber Dowex 1 x 2 und Carboxymatbylcelluiose 
AnschlieBend vird noch uber Sephadex LH 20 analog Beispiel 1 g 
gereinigt. Ausbeute 165 mg.JDer Gehalt an Peptid^ist laut UV> 
Spektrum 78$ (20,5 £ Ausbeute) 

" 28,9° (c=l f in Dimethylacetamid) 
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Beispiel 3 (Zubereitung zur oralen A nwendung ) ; 
10 gl^lu-His-Trp-Ser-Tyr-DrLeu-Leu-Arg-Pro-cyclopropylamid- 
diacetat werden mit 5^2 g Lactose verrieben. Man mischt die 
Verreibung mit 300 g Kartof f elstarke , befeuchtet mit der 
alkoholischen Losung von 8 g Gelatine und granuliert. Nach dem 
Trocknen mischt man 60 g Kartof f elstarke , 10 g Magnesiums t era? , 
20 g hochdisperses Siliciumoxid und 60 g Talk zu und preGt die 
Mischung zu 10 000 Tabletten von je 1 50 mg Gevicht . Jede Ta- 
blette enthalt 1 mg Wirkstoff . 

Beispiel h (Zubereitung zur intranasalen Anvendun^) : 
k 9 0 gr^l u _His-Trp-Ser-Tyr-D-Leu-Ser(Bu t )-Arg-Pro-cyclopropyl- 
amid-diacetat werden in 100 ml dest. Wasser gelbst. Gleich- 
zeitig lost man 31,2 g NaHPO^ . 2 H 2 0, 66,29 g Na^PO^, 25 g 
Natriumchlorid und 100 g Benzylalkohol in 8 1 dest. Wasser und 
gibt 500 g Polyvinylalkohol mit einem K-Vert von ca. 90 zu. 
Die beiden Losungen werden vereinigt und f iltriert . Die Einzel- 
dosis von 20 ug ist in 0,05 ml enthalten. 

Beispiel 5 (Zubereitung zur intranasalen Anvendung) ; 
100 g wasserfreies Lanolin und khO g Vaseline werden zusammenge- 
schmolzen. Zu der erkalteten Schmelze gibt man eine Suspension 
von 800 mg mikrof einem ^Glu-Hi s-Trp-Ser-Phe -D-Leu-Ser ( Bu t ) -Arg- 
Pro-cyclopropylamid-diacetat in 359,2 g fltissigem Paraffin. 
Zum SchluG werden 10 g Benzylalkohol dazugegeben und die Saibe 
homogenisiert . Die Einzeldosis von *+0 ug ist in 0,05 g Salbe 
enthalten . ... ...... 

B eispiel 6 (Zubereitung fUr In.jektionen) : 

Man lost 2 mg^Glu-Hi s-Trp-Ser-Tyr-D-Leu-Leu-Arg-Pro-cyciopropy 1- 
amid-diacetat in 500 ml bidest. Vasser und versetzt. mit 1 00 ml 
Phosphatpuf fer pK h t 5* Dann gibt man 1 g Mannit und die errechnet 
Menge NaCl zur Isotonie zu und fullt mit Wasser auf 1 1 auf. Kach 
Sterilf iltration wird in Ampullen zu 1 bzv. 2 ml abgcfullt und 
lyophilisiert . 

Beispiel 7 (Zubereitun^ fiir In.jektionen): 

Man'arbeitet nach Beispiel 6, gibt aber vor dem Auf fuller mit 
Vasser 2,5 g" ^-Uydroxybenzoe saureme thy lest er zu. Nach St £:ri in- 
filtration vird in Ampullen zu 1 oder 2 ml abgcfullt. 



R09809/ 



HOE 7 VP 227 



PATENTANS PRUCHE : 



1) Peptide der allgemeinen Formel I 

CGlu-His-Trp-Ser-Tyr-D-Leu-Leu-Arg-Pro-NH-CHv j (I) 

7 CH 2 t 
worin ggf. zusatzlich Tyr durch Phe und Leu' durch Ser(Bu ), 

ThrCBu*), AspCOBu*), GluCOBu*), Cys(Bu*), Lys(Boc) oder Orn 
(Boc) ersetzt sein kann. 

2) Verfahren zur Herstellung von Peptiden gen&fi Anspruch 1 
dadurch gekennzeichnet, daB man sie 

a) durch in der Peptidchemie ubliche Fragmentkondensation 
von Peptidbruchstiicken nach dem Kondensaticnsschema 1 - 3 
+4-10 oder 1-2+3-10 oder 

b) durch stufenweisen Aufbau herstellt, 

wobei andere funktionelle Gruppen durch abhydrierbare, oder 
im alkalischen oder schwach sauren Medium abspaltbare Schutz- 
gruppen ggf. intermediar blockiert 'werden. 

3) Pharmazeutische Zubereitungen zur peroralen, intranasalen, 
intramuskul'aren, subcutanen oder intravendsen Verabreichung 
bestehend aus oder enthaltend Verbindungen gema3 Anspruch 1. 

k) Pharmazeutische Zubereitungen zur peroral en Verabreichung 
bestehend aus oder enthaltend Verbindungen gemaS Anspruch 1. 

5) Verfahren zur Kerstellung von pharmazeutischen Zubereitungen 
gemaB Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daS man- Verbindun- 
gen gemafl Anspruch 1 ggf. mit pharmazeutisch ublichen Triigsr- 
stoffen und/cder Stabilisatoren in eine fur therapeutische 
Zwecke geeignete Anwendungsf orm bringt. 
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